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1. Introducere

Rezistenta la antibiotice este capacitatea naturala sau dobandita a unui microorganism de a
rezista efectelor unuia sau mai multor antibiotice. Numerosi cercetatori au studiat acest
fenomen la diferite microorganisme de-a lungul timpului.

Agentii patogeni (de baza sau izolati in cadrul studiilor clinice) care dezvolta un fenotip de
rezistenta la medicamentul studiat in timpul tratamentului pot fi cercetate pentru a
determina mecanismele de rezistenta (Mendes et al., 2018).

Rezistenta microbiana absoluta apare atunci cand un microorganism este rezistent in vitro,
antibioticul folosit dovedindu-se incapabil sa ii opreasca multiplicarea sau cand oprirea
multiplicarii este realizata numai de concentraii foarte mari de antibiotice, care in vivo ar
impune doze toxice, practic inutilizabile la pacient.

Din punct de vedere microbiologic, organisme rezistente sunt acelea care poseda orice tip
de mecanism al rezistentei sau gene ale rezistentei. Concentratia minima inhibitorie (CMI)
a unui antibiotic da informatii cantitative despre susceptibilitatea bacteriana. De obicei, un
organism este considerat susceptibil atunci cand CMI este mai mic decat limita indicata de
diversele laboratoare abilitate pentru astfel de standarde (Sockett et al., 2006).

Escherichia Coli - modificari survenite la nivelul ADN

In cazul Escherichia coli (E. coli) prime date legate de rezistenta acesteia la tetraciclini prin
mecanismul de eflux activ (eliminarea antibioticului din celuld) a fost detectat in 1970
(Levy and McMurry, 1974, McMurry et al., 1980). Multirezistenta la antibiotice a E. coli este
evidentiata prin existenta genelor care codifica o enzima de modificare a aminoglicozidelor,
un determinant al rezistentei la chinolone si o enzima ESBL (extended-spectrum beta-
lactamases) pe aceeasi plasmida de rezistenta (Ode et al, 2009, Robicsek et al. 2006).
Enzimele ESBL apartinand familiei CTX-M sunt intr-un numar crescut in E. coli (Lewis et al.,
2007, Patterson et al., 2003, Livermore et. al, 2007). Carbapenemazele de clasa B de tip
VIM, IMP si NDM sunt din ce In ce mai raportate la E. coli (Feng et al.,, 2015, Ode et al, 2009,
Scoulica et al.,, 2004, Miriagou et al., 2003, Nordmann, 2012, Hornsey et al., 2011).

Tipurile de plasmide asociate cu E. coli producatoare de ESBL includ IncFII, IncN si Incl1,
printre care plasmidele cu rezistenta Incll sunt cunoscute pentru a contribui la
diseminarea ESBL de tip CTX-M in E. coli (Carattoli, 2013)

Mecanismul de rezistenta al E. coli la f[-lactame se datoreaza esential transmiterii
plasmidiale a genelor care codifici S-lactamazele. Intre timp, multe studii recente au
subliniat ca proportia relativd de secventa de tip 131 E. coli (E. coli ST131) este
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predominanta in toate ESBL producand E. coli (Banarjee si colab., 2013; Gibreel si colab,
2012) si au aratat ca CTX-M-15 a fost codat in plasmide si a fost transferat pe orizontala.
Cand s-au comparat cercetdrile asupra izolatelor ST131 E. coli care nu produc ESBL si
fluorochinolona cu un alt studiu in care ST131 E. coli produce CTX-M-15 beta-lactamaza si
era rezistent la fluorochinolona, se pare ca CTX-M-15 poate fi o f-lactamaza care este
dobandita din plasmide in E. coli rezistent la fluorochinolona.

Screeningul diferitelor baze de date (biblioteci, libraries) pentru sensibilitatea la
antibiotice a identificat posibile combinatii noi de medicamente In care un agent poate
inhiba un mecanism de rezistenta intrinseca si astfel creste spectrul de activitate al altor
antibiotice dincolo de speciile tinta normale (Blair si colab., 2015).

Staphylococcus aureus - modificari survenite la nivelul ADN

Un mecanism de rezistentd la antibiotice este modificarea tintei, a locului de legare a
antibioticului. Rezistenta la meticilind a tulpinilor de Staphylococcus aureus (S. aureus) a
fost observata pentru prima oara in anul 1960, aceasta rezistenta dobandindu-se prin
mecanismul de finlocuire a moleculei de interes (Chambers, 1988). Tulpinile de
Staphylococcus aureus rezistente la meticilina produc PBP 2a, o enzima omoloaga activa cu
un grad de afinitate scazut la antibioticele beta-lactamice. PBP 2a este codificata pe locus-ul
mec, un pachet de gene care se gaseste doar in Staphylococcus aureus (Wu si colab., 1996).

Principala tinta de inhibare pentru antibiotice -lactamice In S. aureus este transglicolilaza-
transpeptidaza bifunctionala PBP2 (Giesbrecht et al. 1998; Walsh 2016). Domeniul
transglicozilazei din enzima este responsabil de transferul blocului de constructie a
pentapeptidei dizaharida de peptidoglican de la lipida II legatd de membrana catre
lanturile polizaharidice in crestere, in timp ce domeniul transpeptidazei (TP) face legatura
intre puntea transversala a glicinei a celei de-a patra D-alanine a unor lanturi adiacente.

B-lactamaza Staphylococcus aureus responsabild de rezistenta la penicilina este o serina f3
lactamaza tipica (blaZ) care formeaza acelasi tip de acil-enzima intermediara ca TP al PBP2
(Massova si Mobashery 1998; Lowy 2003). Diferenta catalitica dintre BlaZ si TP este data
de cinetica deacilarii. Cu BlaZ, adaugarea de apa este rapida rezultand regenerarea
situsurilor active al serinei si eliberarea acidului penicilloic deschis inelar, un produs de
degradare hidrolitica fara activitate inhibitoare. Gena blaZ structurala este purtata de
elementele de tip transpozon Tn552 sau Tn552 (Jensen si Lyon 2009). Transpozonul este
fie localizat pe o plasmida mare, al carui prototip este pl524, fie este integrat in
cromozomul bacterian. Expresia enzimei este inductibila, fiind controlata de represorul
Blal si senzorul BlaR (Lowy 2003). Enzima In sine este o lipoproteina care este partial
localizata pe fata exterioara a membranei citoplasmatice unde este localizata strategic
pentru a proteja PBP2s, In timp ce unele sunt eliberate in mediul inconjurator (Nielsen,
Caulfield si Lampen 1981).

Baza rezistentei la meticilind si oxacilind (Fisher si Mobashery 2016) este achizitia unei
gene care codifica un omolog al PBP2 numit PBP2a (Peacock si Paterson 2015) sau PBP2
(Utsui si Yokota 1985) care nu este susceptibila la actiunea antibioticului. Acest fenomen
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apare pentru ca serina activa al TP al PBP2a este localizatd intr-o portiune care nu este
accesibila f-lactamelor (Lim si Strynadka 2002). Prin urmare, enzima poate prelua
biosinteza PG daca PBP2 TP este inactivat. De fapt, activitatea transglicozilazei PBP2 este
necesara pentru biosinteza peptidoglicanului, deoarece fragmentul PBP2a nu este
functional. Astfel, biosinteza PG este un efort de cooperare al celor doua proteine atunci
cand TP al PBP2 este inactivat.

Atunci cand o tulpina MRSA este crescuta in prezenta 3-lactamelor, legatura incrucisata din
poligalacturonaza este una slaba. Una dintre consecintele acestui fapt este ca
peptidoglicanul are efecte proinflamatorii mai puternice care ar putea contribui la
patologia In timpul infectiei daca tulpina MRSA este expusa la -lactamele. Structura
poligalacturonazei modificata ar putea, de asemenea, sa explice incapacitatea de a fi indus
de regulatorul global de gene accesor (Agr) in unele tulpini de MRSA (Rhoads, 2018).

Evaluarea genelor de rezistenta si a altor modificari survenite la nivelul ADN

Pe parcursul anilor studiile de monitorizare s-au bazat pe aplicarea PCR multiplex sau
singleplex in screeningul genelor de rezistenta si virulente (Marshall et al., 1998; Nelson et
al.,, 2016; Limbago et al., 2009; Mendes et al., 2007; Mendes et al., 2009). Datorita aparitiei
metodei de secventiere a ADN-ului de , prima generatie” (secventiere Sanger), secventierea
ampliconilor PCR a fost Incorporata ca un pas suplimentar dupa testele PCR pentru a
confirma si identificarea genelor (Deshpande at al., 2006; Pfaller et al,, 2001). Relatia de
cauzalitate dintre prezenta oricarei gene (gene) si fenotipul respectiv a fost evidentiata in
cazulor genelor  lactamazei, genele de rezistenta la vancomicina (de exemplu, vanA),
macrolida-lincosamida-streptogramina B (MLSB), fluorochinolone (gene si mutatii
dobandite in regiunea determinanta a rezistentei la chinolone [QRDR]), pleuromutiline,
oxazolidinonele si tetraciclina (Duizgtin at al., 2019).

Caracterizarea moleculara a izolatelor prelevate In cadrul studiilor clinice a fost realizata
pentru a determina prezenta genelor de rezistentd, virulente (Mendes et al, 2010, 2012,
2015, 2017, 2018; Campbell et al., 2008; Harris et al., 2018). Tipizarea moleculara este o
metoda utilizata pentru a identifica linia sau fondul genetic al tulpinilor, recuperate de la
pacientii internati. Mendes si colab. au raportat rezultate in urma utilizarii secventializarii
de ultima generatie NGS si a instrumentelor bioinformatice pentru screeningul genelor 3-
lactamaza in E. coli la pacientii internati In Statele Unite ale Americii in timpul Programului
de Monitorizare Antimicrobian SENTRY din anul 2016.

Studii recente au dus la identificarea multor gene care sunt responsabile pentru rezistenta
intrinseca la antibiotice din diferite clase, inclusiv 3-lactamele, 3- si aminoglicozidele,
fluorochinolone, acest lucru fiind obtinut prin folosirea unui screening cu un randament
ridicat al bibliotecilor de gene care au fost create prin inserare tintitd sau o mutageneza
aleatorie a transposonului in bacterii precum Staphylococcus aureus, Escherichia coli si
Pseudomonas aeruginosa (Liu si colab., 2010; Blake si colab., 2013). Studiul efectuat de
catre Rhoads si colab.,, In 2018 a demonstrat empiric ca prezicerea susceptibilitatii si
rezistentei folosind o secventiere a genomului cu un randament ridicat si analiza datelor
bioinformatice poate fi posibil realizabild pentru Staphylococcus aureus. In tulpinile
prototipului MRSA, gena mecA este exprimata numai dupa inducerea prin expunerea la
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medicament. Acesta este sub controlul proteinelor reglatoare MeclIR care sunt omoloage cu
proteinele BlalR care regleaza expresia BlaZ (Peacock and Paterson 2015; Fisher and
Mobashery 2016). Gena mecA este indusa ineficient in urma expunerii la antibiotice -
lactam (Jensen si Lyon 2009). In multe tulpini MRSA, genele mecIR au fost trunchiate prin
secvente de insertie care, In principiu, ar trebui sa conduca la expresia mecA. Cu toate
acestea, regulatorii 3-lactamazei Blal si BlaR pot reprima, de asemenea, expresia mecA.
Astfel, natura expresiei PBP2a poate varia de la tulpinda la tulpina privind prezenta
regulatoarelor functionale Mec si Bla. Structura PG in MRSA poate varia in functie de
expunerea tulpinilor la antibiotice sau daca tulpinile au ambii regulatori intacti.

2. Izolarea ADN bacterian prin diferite metode si tehnici de lucru

2.1. Izolare ADN prin tehnici chimice si enzimatice

Acest tip de metode prezinta avantajul ca sunt metode simple, nu necesita aparatura
complexa sau manopere complicate. Dezavantajul este reprezentat de faptul ca nu se
reuseste izolarea unor cantitati prea mari de ADN si exista uneori o contaminare a
pprodusului final cu proteine sau alte substante.

1. Tehnica de separare a ADN prin precipitare asociata cu digestia proteinelor
cu proteinaza K.

Am utilizat ca material de lucru fie cultura bacteriana ca tare fie a fost plasat un inocul din
cultura bacteriana In mediu de cultura lichid tip LB, iar recipientul a fost plasat in
incubatorul cu agitare la 37 grade Celsius, timp de 24 de ore.

Fig. 1. Aspectul recipientelor de cultura cu mediu LB. Preparea mediului (stanga) si
plasarea recipientelor peste noapte la incubatorul cu agitare (dreapta)

Metoda de izolare (Vassu et. Al. 2001) prevede parcurgerea urmatoarelor etape:

e (Cultura bacteriana se centrifugheaza 30 min la 1200 rpm
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e Sedimentul celular se resuspenda in solutie care contine TEG + lizozim = Tris 25 mM,
EDTA 10 mM, glucoza 50 mM pH 8.2-8.7 567 ul TEG + lizozim 10 - 30 mg/ml; probele
se in 15 min la 37 grade Celsius

e Se adauga 30pl solutie SDS 10% si se inverseaza tuburile de cateva ori (In aceasta etapa
se produce liza celularasi, deci, suspensia opaca devine o solutie translucidasi
vascoasa);

e Pentru deproteinizare enzimatica, in fiecare tub se adauga 5pl solutie stoc de
proteinaza K (20 mg/ml) si se incubeaza 1h la 37 grade Celsius

e Se realizeaza deproteinizare cu solventi organici, in trei etape: cu amestec cloroform/
alcool izoamilic; cu fenol; cu amestec cloroform/ alcool izoamilic

e Urmeaza precipitarea acizilor nucleici cu isopropanol; precipitatul este sedimentat prin
centrifugare.

e Sedimentul ADN se resuspenda in tampon TE pH 8.0. 8.

2. Tehnica de separare a ADN cu kit QIAmp DNA si purificare cu kit Pure
Genomic DNA

Pentru eficientizarea procesului am decis separarea ADN bacterian pe aceleasi principii,
dar utilizind un kit de izolare ,,QIAmp DNA” (Quiagene) cu scopul de a purifica ADN-ul si de
a utiliza probele rezultate in cadrul pasilor urmatori ai secventierii.

Mini kit-ul ,Pure Genomic DNA” specific pentru purificarea ADN-ului necesita initial
prepararea celular, iar ulterior urmarirea celor trei etape care conduc la purificare: legarea
ADN, spalarea si eluarea acestuia.

In prim3 fazi, se centrifugheazi suspensia celulari la vitezi maxima pentru o perioada de 3
minute, la temperatura camerei, tesutul sedimentand. Supernatantul este extras fara a
atinge sedimentul. Urmatorul pas necesita repetare si implica adaugarea unui mL etanol
96-100%, vortexare, centrifugare la viteza maxima, 3 minute, la temperatura camerei si
ulterior, indepartarea supernatantului, cu pastrarea sedimentului. Etanolul rezidual
urmeaza a fi evaporat prin incubare la temperatura de 37°C, 5-10 minute. Se adauga 180
uL PureLink Genomic Digestion Buffer si 20 pL proteinaza K si se vortexeaza. Pasul
urmator implica incubarea probelor pentru o perioada de 3 ore sau peste noapte la o
temperaturd de 50°C. Dupi perioada de incubare se centrifugheazi la vitezd maxima timp
de 3 minute la temperatura camerei. Se adauga 20 pL RNase A, iar dupa vortexare si
incubare la temperatura camerei 2 minute, se adauga 200 pL Pure Link Genomic
Lysis/Binding Buffer. Se adauga 200 upL 96-100% etanol care necesita vortexare,
formandu-se o solutie omogena.

Etapa care urmadreste legarea ADN-ului de coloane necesita utilizarea unei coloane tip
,Spin” pentru fiecare proba si un nou container in care se va transfera solutia lizata
(aproximativ 640 uL). Se centrifugheaza la 10,000 x g, 1 minut, la temperatura camerei.
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Ulterior, se urmaresc pasii etapei de spalare. Se adauga 500 pL Wash Buffer 1 si se
centrifugheaza la 10,000 x g, 1 minut, la temperatura camerei. Se arunca containerul si
coloana se pastreaza, utilizandu-se 500 pL Wash Buffer 2 intr-un nou container, care de
asemenea, se va centrifuga la viteza maxima, 3 minute, la temperatura camerei.

Etapa de eluare urmareste adaugarea de 100 pL (25-200 pL) PureLink Genomic Elution
Buffer coloanei. Se incubeaza 1 minut la temperatura camerei, apoi se centrifugheaza
coloana la viteza maxima, 1 minut, la temperatura camerei. Tubul va contine ADN purificat,
iar coloana se arunca. Stocarea pentru o perioada mai lunga de timp se indica la o
temperatura de -20°C, iar pentru utilizarea imediata se recomanda temperatura de 4°C.

Procedura purificarii ADN-ului cu ajutorul mini kit-ului ,QIAmp DNA”, prin intermediul
microcentrifugarii, implica pipetarea de 20 pL proteinaza K (sau proteaza QIAGEN) si 200
uL proba de sange intr-un recipient steril. Pentru obtinerea ADN-ului lipsit de ARN se
adaugi 4 pL RNase A. In urmitoarea etapi, se adaugi 200 uL Buffer AL si se vortexeazi 15
secunde (liza eficienta se obtine In momentul in care solutia devine omogenad). Este
necesara incubarea probelor la o temperatura de 56°C, 10 minute, apoi se centrifugheaza.

Ulterior, se adauga 200 pL etanol (96-100%), se vortexeaza 15 secunde si se
centrifugheaza. Solutia obtinuta se transfera intr-un recipient tip coloana QIAamp Mini spin
si se centrifugheaza la 6,000 x g (80,000 rpm), 1 minut. Filtratul obtinut se arunca, iar
coloanei i se adauga 500 puL Buffer AW1. Dupa centrifugare la 6,000 x g (8,000 rpm), 1
minut, se plaseaza coloana intr-un nou recipient. Se adauga 500 pL Buffer AW2, se
centrifugheaza la viteza maxima (20,000 x g; 14,000 rpm), 3 minute. Coloana se pastreaza
intr-un nou recipient (1,5 ml) si se adauga 100 pL Buffer AE sau apa distilata. Dupa
incubare la temperatura camerei (15-25°C), aproximativ 1 minut, se centrifugheazi la
6,000 x g (8,000 rpm).

2.2. lzolare ADN prin tehnici automate

In laboratorul nostru am incercat si izolarea ADN cu ajutorul extractorului automat de acizi
nucleici MagNA Pure LC.
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Fig. 2 Imaginea aparatului MagNA Pure LC si accesoriile de lucru

Principiul izolarii ADN Procedura de izolare a ADN este bazata pe tehnologia de particule
magnetice care sunt continute in Kkit. Acizii nucleici sunt legati de suprafata particulelelor
magnetice (MGPs) prin urmatorul mecanism: bilele magnetice au o suprafata de sticla si un
miez magnetic. Acizii nucleici sunt adsorbiti pe suprafata de sticla a particulelelor
magnetice in prezenta isopropanolului si a unei sari chaotropice inalt concentrate, care
transfera apa din particulele hidratate in solutie. Polizaharidele si proteinele nu sunt
adsorbite de bilele magnetice si sunt trecute la urmatorul pas de spalare. Acizii nucleici
sunt puri atunci cand sunt eluati de pe bilute in prezenta unei sari cu concentratie joasa, la
caldura. Extractorul automat MagNAPure LC DNA utilizeaza un kit special de extractie.
Kitul contine buffere de spalare, solutii de liza, protein kinaza, suspensii de particule
magnetice, buffere de elutie

Procesul tehnologic in extractia automata a acizilor nucleici

In timpul primului pas, reactivii sunt transportati din recipientele respective in cartridge-
urile de procesare.

In urmatorul pas peste probele de lucru din sample cartridge se adauga solutia de liza dupa
care probele lizate sunt transferate in cartridge-urile de procesare.

In conformitate cu masurile de reactie definite de protocolul de purificare selectat,
amestecul de reactie este transportat la randurile urmatoare la godeurile care contin
reactivii utilizati ulterior.

Complexul de particule magnetice si acizi nucleici este legat separat din solutie prin
aplicarea magnetului. Proteinele si alte componente contaminante sunt spalate folosind
tampoane diferite de spalare.

Complexul de particule magnetice si acizi nucleici este transportat de la cartridge-urile de
procesare la cartidge-urile de elutie unde se va adauga buffer-ul de elutie. Acizii nucleici
sunt eliberati de pe particulele magnetice in conditiile aplicarii de caldura si low salt.

In ultima etapa, acizii nucleici sunt transferati din cartridge-urile de elutie in cele de
stocare.
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Procesarea amesteculul de

Transferul reactivilor Liza probeior sl transferul reactie si transferul probelor

acestora

Transferul complexului particule

Elutia si purificarea acizllor
magnetice si acizi nucleic!

nucleici

Separarea magnetica

Fig. 3 Etapele de lucru cu extractorul automat de ADN

In timpul procedurii izolarea ADN-ului parcurge urmatoarele etape :

o Etapa A: 200ul de suspensie celulara concentrata sunt pipetati in godeurile de la
sample cartridge;

e Etapa B: celulele sunt lizate in urma adaugarii solutiei de liza si ADN-ul este eliberat.
Proteinele sunt denaturate;

o Etapa C: Prin adaugarea proteinei K se incepe digestia proteinelor celulare.

e Etapa D: Acizii dezoxiribonucleici se leaga de suprafata bilutelor magnetice adaugate in

prezenta unui buffer de legare;

o Etapa E: Bilutele magnetice si acizii nucleici legati sunt separati magnetic din amestecul

rezidual de celule lizate;

e Etapa F: Complexul bilute magnetice si acizi nucleici este supus unor spalari repetate
cu buffere de spalare pentru a elimina substante ca: nucleaze, membrane celulare,
inhibitori de PCR ca heparina sau hemoglobina;

o Etapa G: Bilutele magnetice cu acizii nucleici legati sunt separati magnetic din buffer-ul
de spalare care contine debriuri reziduale;

e Etapa H: ADN-ul purificat este eluat la 70°C in godeurile de elutie (Figura 4).
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Fig. 4 Etapele procedurii de izolare ADN

Dupa purificarea completa, rezultatele extractiei apar automat. Pagina cu ,result screen”
arata lista de lucru si protocolul ales. Aceste rezultate pot fi printate sau salvate. In plus,
rezultatul cu statusul acceptat sau respins (status ,pass” sau ,fail”) apare pentru fiecare
proba in parte, ceea ce inseamna fie ca probele au fost corect purificate si se poate trece la
urmatoarea etapa, fie ca pe parcursul procesului de purificare au avut loc unele erori, caz in
care se repeta extractia.

2.3. Analiza comparativa a rezultatelor - cuantificarea ADN

Pentru probele de ADN izolate prin metode chimico-enzimatice, cuantificarea ADN-ului a
fost realizata cu ajutorul fluorometrului Qubit3 (In vitrogen, Figura 5)

Fig. 5. Fluorimetru Qubit 3 pentru cantitatia ADN - imagine generica

Procedura implica prepararea solutiei de lucru uzitand 1 pL reactiv Qubit si 199 pL buffer
Qubit pentru fiecare proba, a carei cantitate poate varia intre 1-20 pL. Este necesara
obtinerea unei cantitati totale de 200 pL (solutie de lucru si proba) care va fi analizata prin
fluorometerie. In prealabil, este necesard vortexarea probelor, 2-3 secunde si incubarea
acestora la temperatura camerei, 2 minute.
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Rezultatele probelor analizate sunt redate in tabelul 1. Se poate observa ca pentru
majoritatea probelor concentratia ADN izolat este intre 5 si 25 ng/ml, concentratie care
poate sa fie suficienta pentru determinarile PCR ulterioare. Singura problema ar putea sa o
puna utilizarea in reactia PCR multiplex unde din cauza concentratiei mici volumul necesar
de proba ar putea sa depasesca pe cel specificat in conditiile de reactie.

Tabel 1. Cantitatia ADN cu fluorimetrul Qubit 3

Proba

Material biologic

Concentratia probei

E. Coli CP7921

urina

6,6 ng/uL

E. Coli CO1165 urina 11,9 ng/uL
E. Coli CU0181 Aspirat br. 4,76 ng/uL
E. Coli CT6950 Aspirat br. 23,2 ng/pL
E. Coli DK1034 sange 10 ng/uL

E. Coli CT8272 sange 6,36 ng/uL
E.Coli CP9286 sperma 16,8 ng/uL
E.Coli CO1453 Secretie plaga 18,6 ng/uL
S.aureus CL9002 Secretie plaga 23,2 ng/pL
S.aureus CN4099 Secretie plaga 6,16 ng/uL
S.aureus CN3606 Secretie plaga 12,7 ng/pL
S.aureus CN 4099 Secretie plaga 9,96 ng/uL
S.aureus CP8150 Secretie plaga 10,3 ng/pL
S.aureus CP7107 Secretie plaga 3,84 ng/uL
S.aureus C01438 Secretie plaga 34 ng/uL

S.aureus CN7897 LCR 6,92 ng/pL

Pentru probele de ADN izolate cu extractorul automat de acizi nucleici, am folosit metoda
spectrofotometrica, cu ajutorul spectrofotometrului de acizi nucleici Nanodrop ND 100
(ThermoScientific, Figura 6), care calculeaza concentratia AND pe baza masurarii
raportului de absorbanta la 260 respectiv 280 nm. Aparatul prezinta avantajul utilizarii
unei cantitati minime de produs, 2 microlitrii, ceea ce permite repetarea masuraorilor si
economisirea produsului izolat.

Fig. 6. Spectrofotometru Nanodrop ND 100, imagine generica

Contract 7PCCDI, COD: PN-III-P1-1.2-PCCDI-2017-0361
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Rezultatele extractiei la unele dintre probe au fost:

Proba E. Coli CP7921 a avut o concentratie de ADN de 53,6 ng/ uL, raportul 260/280 fiind

de 1,86 (Figura 7).
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Proba E. Coli CU0181 a avut o concentratie de 46,2 ng/ uL ADN, raport 260/280 fiind de

1,91 (Figura 8).
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Proba E. Coli CT8272 a avut o concentratie de ADN de 119,3 ng/ pL iar raportul 260/282

este de 1,85 (Figura 9).
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Proba E.Coli CO1453 a avut o concentratie de ADN de 85,2 ng/ pL, raportul 260/280 fiind

de 1,89 (Figura 10).

Proba S.aureus CN4099 a avut o concentratie de ADN de 69,2 ng/ uL si raportul 260/280

de 1,74 (Figura 11).

Proba S.aureus CN3606 a avut o concentratie de ADN de 123,6 ng/ uL iar raportul 260/280
a fostde 1,58 (Figura 12).
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Proba S.aureus CP7107 a avut o concentratie de ADN de 90,5 ng/ pL cu un raport 260/280

de 1,93 (Figura 13).

Proba S.aureus C01438 a avut o concentratie de ADN de 59,5 ng/ pL cu un raport 260/280

de 1,98 (Figura 14).
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S-a efectuat si o analiza comparativa a concentratiei de ADN extras de la cateva probe E.
Coli si probe de S.aureus, pe care am redat-o in figura de mai jos (Figura 15).
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Figura 15. Analiza comparativa a ADN E.Coli, respectiv S.aureus

Concentratia de ADN de la grupul E. Coli si grupul S. aureus a fost determinata tot la
Spectrofotometrul ND 100. Din datele prezentate se poate observa ca s-a obtinut ADN cu o
concentratie de aproximativ 50ng/ul atat la grupul E. Coli cat si la S.aureus iar raportul de
absorbtie A260/A280 care indica puritatea probei este situat intre 1,85 - 1,98. Un raport
de aproximativ 1.8 este acceptat ca si pur. In cazul in care raportul este considerabil mai
scazut acesta indica prezenta unor proteine, fenol sau alte tipuri de impuritati care absorb
puternic in jurul lungimii de unda de aproximativ 280nm.

3. Discutii. Genele de rezistenta si alte modificari la nivel ADN

Recent, Nukui si colaboratorii au realizat analiza intregului genom pentru clonele E. Coli
EC129 respectiv ST167. Genele de rezistenta prezente In genomul Escherichiei coli EC129
sunt enumerate in tabelul 1. Au fost identificate urmatoarele gene: gene de rezistenta la
aminoglicozide aph (4) -Ia, aph (3 ') - Ia si rmtB, la (3-lactam blaCTX-M-14, blaNDM-5,
blaOXA-10; la colistind mcr-1; la fluorochinolona aac (6') - Ib-cr; la fosfomicina fosA3; la
macrolida, lincosamida si streptogramina B mph (A); gena de rezistenta la rifampicina
ARR-6; gena de rezistenta la sulfonamide sull si sul2; tetraciclina rezistenta genei tet (A);
iar gena de rezistenta a trimetoprimului dfrA14 si dfrA27. Mai mult, gena de rezistenta la
colistina mcr-1 si gena [-lactamaza extinsa (ESBL) gena blaCTX-M-14 au fost localizate pe
aceeasi plasmida Inc HI2 tip 211.718-bp, in timp ce blaNDM-5 a fost prezent intr-o
plasmida de 28,649 bp cu repliconii IncR si IncX3.
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Tabel 2: Gene de Rezistenta la Escherichia coli EC129 (Nukui et.al, 2019)

Gene de Rezistenta [Plasmida | Pozitia in plasmida [Fenotipul
aph(4)-la pEC219_1 | 127333..128358 Rezistenta la aminoglicozide
aph(3')-la pEC219_1 | 157157..157972 Rezistentd la aminoglicozide
blaCTX-M-14 pEC219_1 | 124332..125207 Rezistentd la Beta-lactamaza
blaNDM-5 pEC219_5 | 14927..15739 Rezistentad la Beta-lactamaza
blaOXA-10 pEC219_3 | 22052..22852 Rezistenta la Beta-lactamaza
mcr-1 pEC219_1 | 61486..63111 Rezistenta la Colistina
aac(6')-1b-cr pEC219_2 | 4663..5262 Rezistenta la Fluorochinolona
fosA3 pEC219_1 | 123304..123720 Rezistentd la Fosfomicina
mph(A) pEC219_1 | 155275..156180 Rezistenta la Macrolide
ARR-6 pEC219_1 | 147683..148135 Rezistenta la Rifampicina
ARR-6 pEC219_3 | 19755..20207 Rezistentd la Rifampicina
sul2 pEC219_1 | 133205..134020 Rezistenta la Sulfonamide
sull pEC219_1 | 150225..151064 Rezistenta la Sulfonamide
sul2 pEC219_2 | 22617..23432 Rezistentd la Sulfonamide
sull pEC219_2 | 7298..8137 Rezistenta la Sulfonamide
tet(A) pEC219_3 | 14630..15829 Rezistenta la Tetraciclina
tet(A) pEC219_2 | 33633..34832 Rezistenta la Tetraciclina
dfrA27 pEC219_1 | 148268..148741 Rezistentd la Trimetoprim
dfrA14 pEC219_3 | 23735..24208 Rezistentd la Trimetoprim
dfrA14 pEC219_2 | 29314..29787 Rezistentd la Trimetoprim

Contract 7PCCDI, COD: PN-III-P1-1.2-PCCDI-2017-0361
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Tabel 3. Mecanismele si genele de rezistenta care sunt asociate cu rezistenta la diferite
medicamente antimicrobiene (Reygaert, 2016; Miernyk et al., 2011).

Agenti Mecanisme de Rezistenta Gene de rezistenta
antimicrobieni
p-lactam B-lactamaza: inactivare antibiotice ampC
Penicilina eflux activ bla genes—plasmida
Cefalosporina (TEM, SHV, CTX-M, NDM)
Monobactam acrAB(tolC), acrAD(tolC)
Carbapena
Aminoglicozida | enzime modificatoare de aminoglicozide | aac, ant, aph—plasmida
Amikacina modificare molecula tinta: 16S rRNA amrA, rmtB
Gentamicina eflux activ mdtEF(tolC)
Tobramacina
Tetraciclina eflux activ ompF

captare limitanta acrAB(tolC)

tetA, tetB—plasmida

Cloramfenicol eflux activ ompF

captare limitanta acrAB(tolC)
Fluorochinolona | captare limitanta ompF
Ciprofloxacina | modificare molecula tinta: giraze gyra
Norfloxacina modificare molecula tinta: parC

topoizomeraza [V acrAB(tolC), acrEF(tolC),

eflux activ mdtABC(tolC)
Cale metabolica | modificarea enzimei tinta TMP—dhfr
inhibitori SXT—dhps
Trimetoprim

In ciuda utilizarii azitromicinei in unele tiri pentru tratarea infectiilor cauzate de agenti
patogeni Gram-negativi, nu exista un punct de rezistenta pentru Escherichia coli. Scopul
cercetdrilor realizate de catre Gomes si colab. (2019) a fost de a analiza nivelurile si
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mecanismele de rezistenta la azitromicina in E. coli din probe de scaun obtinute de la copii
cu si fara diaree. Folosind tehnica PCR prezenta celor 10 MRG stabilite, genele erm (A), erm
(B), erm (C), ere (A), mph (A), mph (B), msr (A), msr (D), mef (A) si mef (B), a fost
confirmati in toate tulpinile izolate. In toate cazurile au fost utilizate controale negative si
pozitive (microorganisme care transportd MRG-urile incluse in studiu) pentru a valida
rezultatele. In plus, probe pozitive selectate la intAmplare au fost secventiate. Rezultatele
sunt prezentate in tabelul 4, comparativ cu alte studii.

Tabel 4. Secventa primerilor pentru identificarea unor gene de rezistenta in E. Coli

Tinta Primeri Marime (°C)

Gena  Proteina Forward (5' — 3') Reverse (5' — 3') (bp) Ref.

Gene de rezistenta la macrolide

ere(A)  |[EreA  [GCCGGTGCTCATGAACTTGAG  [CGACTCTATTCGATCAGAGGC 420 60 Palmasi

erm(A)  ErmA  TCTAAAAAGCATGTAAAAGAAA  (CGATACTTTTTGTAGTCCTTC 533 52 colab., 2017

erm(B)  ErmB  GAAAAAGTACTCAACCAAATA  AGTAACGGTACTTAAATT 639 45

erm(C)  ErmC  [TCAAAACATAATATAGATAAA GCTAATATTGTTTAAATCGTCAAT 542 45

mef(A)  MefA  AGTATCATTAATCACTAGTGC  [TTCTTCTGGTACTAAAAGTGG 345 54

mef(B)  MefB IATGAACAGAATAAAAAATTG AAATTATCATCAACCCGGTC 1255 45

mph(A)  |MphA  GTGAGGAGGAGCTTCGCGAG  TGCCGCAGGACTCGGAGGTC 403 60

mph(B)  MphB  ATTAAACAAGTAATCGAGATAGC ~ TTTGCCATCTGCTCATATTCC 368 50

msrA)  MsrA GCACTTATTGGGGGTAATGG GTCTATAAGTGCTCTATCGTG 384 58

msrD)  MsrD CCCCAGTTGGACGAAGTAA TTGTTTTTCCGATTCCATTAC 781 50

Tinte cromozomiale de rezistenta la macrolide

rpID L4 gGCAAGAAAATGGCAGGTCAGATG TTCCATCGCAGTAGACGCTTTTTCA (845 56 Gomez $i

rpr L22 ggGTGGAAAGCGGAGACAAGAAG ACCAGTTTTGCGTCCAGTTCAGGCT (925 56 AOlab" 2013

riHa — TAAGGTAGCGAAATTCCTTGTCG  TGATGCGTCCACTCCGGTC 756 61

Altele

repb [ GCGCCGICATGCGGCATT - MB 40 Gomezsi
colab., 2013

uidA CATTACGGCAAAGTGTGGGTCAAT [CCATCAGCACGTTATCGAATCCTT  |558 55 Walk $i
colab.,
2009

- acodificd ARN 23S;

- bprimer conceput pentru a amplifica spatiul dintre secventele palindromice repetitive extragenice (REP).z

Mendes si colab. (2019) au utilizat 2751 de tulpini E. coli izolate de la pacientii internati in
Statele Unite ale Americii in timpul Programului de Monitorizare Antimicrobian SENTRY
din anul 2016. Rezultate obtinute de catre acestia au aratat ca majoritatea tulpinilor de E.
coli (88,2%) responsabile pentru infectia tractului urinar sau a fluxului sanguin care
indeplinesc criteriile de screening bazate pe MIC au purtat gene codificatoare ESBL (99,3%
CTX-M, 0,3% din SVH-12, si 0,3% din TEM-19), urmate de izolate asociate cu AmpC (9,2% ),
fie purtand AmpC plasmidica (81,3% de CMY-2, 3,1% de CMY-42, sau 3,1% din DHA-1) sau
care prezintad supraexpresia AmpC cromozomiala (12,5%). Un total de 2,0% de E. coli nu au
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prezentat niciuna dintre genele B-lactamazei cercetate si au fost atribuite aici ca fiind
necunoscute. Doua tulpini izolate de E. coli (0,6%) au purtat fiecare genele de codificare a
carbapenemazelor Klebsiella KPC-2 si KPC-3. In plus, printre izolatele E. coli care poarti
variante de blaCTX-M, grupul CTX-M 1 (60,5% in total sau 69,3% in gene CTX-M) si grupul
9 (26,9% In total sau 30,7% in cadrul genelor CTX-M) au predominat.

Figura 16 prezinta distributia generald a genelor care codifica f-lactamaza detectate in
Escherichia coli responsabile de infectiile tractului urinar sau infectiile fluxului sanguin.

b Echerwing cob
Laape neriian

FIG. 16 Distributia generala a genelor care codifica [3-lactamaza detectate in Escherichia
coli cauzand infectii ale tractului urinar sau infectii ale fluxului sanguin (Mendes et. al.
2019)
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